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起すると考えられているO 現在までに本菌が産生する毒素 (TDH/TRH) については詳しい研究がなされている
が，菌の定着に関与する因子についてはほとんど解析が成されていない。そこで本研究では腸炎ピブリオの腸管内定
着機構の解明を目的として，本菌の持つ菌体結合性赤血球凝集素 (cell-associated Hemagglutinin , cHA) について，
① cHA の検出，精製と性状，② cHA の定着因子としての機能の解析さらに③小腸上皮細胞刷子縁に存在する cHA
結合タンパク(レセプター)について解析を行った。
(方法ならびに成績)
1) cHA の検出，精製と性状;使用菌株として下痢症患者から分離された腸炎ビプリオ計 468 株を臨床株として，食
品あるいは魚介類から分離された71株を環境由来株として用い，これらの菌株を Marine broth 培地で 37 0C で 3 時
間培養した菌液と l%D ーマンノース加 7% ヒト赤血球 (A 型) PBS 浮遊液をスライドグラス上で混和し赤血球凝
集 (HA) 活性を観察した。その結果，臨床株ではマンノースにより HA 活性が阻害される Mannose-sensitive HA 
(MSHA) が大多数 (75 %)を占め，環境由来株のほとんど (88 %)がマンノースにより HA活性が阻害されない
Mannose-resistant HA (MRHA) を示した。そこで臨床株の大多数が示す MSHA について詳細な解析を加えた。
ヒト赤血球 (A型)に対する HA 活性を測定し非常に強い HA 活性を示す臨床株 KN7044 株を Marine broth 培地
で培養し，遠心集菌したのちホモゲナイザー処理して cHA を菌体からはずし，これを粗材料として各種カラムクロ
マトグラフィーを用いて cHA を精製した。精製 cHA は SDS-PAGE で分子量約 29kD と推定され，サフ守ユニット 4
個からなるテトラマー構造を有する易熱性タンパクであった。また菌体，精製 cHA とともにヒト (A ， B, 0型) ，ウ
サギ，ニワトリ赤血球を凝集させた。糖質の HA 活性に対する影響を検討すると D ーマンノースとD -クツレコース
により HA 活性が阻害された。また抗 cHA ウサギ IgG の Fab 画分は菌体，精製 cHA の HA 活性を完全に阻害した。
ウエスタンプロッティングを行うと KN7044 株の cell lysate では 29kD の cHA subunit が見られたが， HA 活性を
示さない環境由来株BM2 -3 株の cell lysate には 29kD タンパクは検出されなかった。
2) cHA の腸管内定着因子としての解析; (i) ヒト結腸癌由来 Caco- 2 培養細胞定着試験: Caco-2 培養細胞と
菌体を混合しインキュベート後ギムザ染色し光学顕微鏡で Caco- 2 細胞への菌の定着能を観察した。 KN7044 株
-165-
は BM2 -3 株に比較して著明に Caco- 2 細胞に付着した。また種々の HA 活性を示す菌株を用いた定着比較試験
では HA 活性と Caco- 2 細胞に付着した菌数の聞には正の相関関係が見られた。(ii) ウサギ小腸上皮細胞定着試
験:ウサギ小腸口側 1/3 の粘膜から小腸上皮細胞を単離し，菌体と混合させインキュベート後，位相差顕微鏡で上
皮細胞への菌の定着能を観察した。その結果， Caco-2 細胞定着試験と同様に KN7044 株は BM2 -3 株に比較して
著明に上皮細胞特に刷子縁 (brush border) に付着した。種々の HA 活性を示す菌体を用いた定着比較試験でも HA
活性と上皮細胞刷子縁に付着した菌数には正の相関関係が見られた。また， Dーマンノース，抗 cHA ウサギ IgG の F
ab 画分による KN7044 株菌体の前処理あるいは精製 cHA を用いた上皮細胞の前処理によって， KN7044 株菌体の上
皮細胞刷子縁への付着はD ーマンノース， IgG ・ Fab 画分あるいは精製 cHA の濃度に依存して阻害を受けた。
3) ウサギ小腸上皮細胞刷子縁上の cHA 結合タンパクの解析;ウサギ小腸口側 1/3 の粘膜より小腸上皮細胞刷子
縁画分を調整した。この刷子縁画分をSDS-PAGE後，電気的に PVDF 膜に転写し，精製 cHA，抗 cHA ウサギ血清を
用いた cHA 特異 Immunoperoxidase 染色を行ったところ，分子量約 17kD の糖タンパクが検出された。さらにウサ
ギ小腸を口側より上 1/3 ，中 1/3 ，下 1/3 に分割し各々別に刷子縁画分を調整して， 17kD 糖タンパクを検出
すると小腸上中部に局在して分布していることが明らかになった。
(総括)
腸炎ビブリオの菌体結合性赤血球凝集素 (cHA) を分離精製し，性状分析を行った。 Caco- 2 培養細胞，ウサギ小
腸上皮細胞を用いた解析から，この cHA は腸炎ビプリオの腸管上皮への定着因子として作用していることが明らか







用いた解析から cHA が本菌の定着因子として機能していることを明らかにし，さらに小腸上皮細胞刷子縁上で cHA
の受容体として機能している約 17kDa の糖タンパクを初めて同定した。以上の結果から，腸炎ビプリオの腸管内定
着機構において cHA が重要な役割を果たしていると考えられる成績が得られた。
本研究は腸炎ビプリオの腸管内定着機構を解明する上において先駆的で大きな意義を有し，学位に値するものと認
められる。
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